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kodierende DNA-Sequenz gem3fl Abb. 1 A odor 1 C gekennzeichnet sein. 

GemSfl einer weiteren AusfOhrungsform betrifft die Erfindung £ coll mit einem erfindungsgemSflen 
Hybrid-Plasmid. 

GemSfl einer weiteren AusfQhrungsform betrifft die Erfindung ein 38-kDa-Antigen (PrS-Protein) von M. 
s tuberculosis, herstellbar mit Hilfe von £ coll gem'iQ der Erfindung. wobei die Signalsequenz 17 bis 24 
Kodons umfaflt, wobei eine Signalsequenz mit 23 Kodons ausgenommen ist 

Dieses 38-k Da- Antigen (PrS-Protetn) kann durch 22 bis 17 Aminosluren der folgenden Signalsequenz: 
M Kl RLHTLLAVLTAAP LLLAAAG. 

beispielsweise die AmtnosSuren 1 mit 8 bis 23 gekennzeichnet sein. 
to Gem3fl einer weiteren AusfOhrungsform betrifft die Erfindung ein etwa 33 kOa grofles Protein, erhSltlich 
mit Hilfe von £ coll ais Wirt von pJLA 603 als Expressions-PIasmid. wobei 

- eine das 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis (PrS-Protein) kodierende DNA-Sequenz N-terminal in 
eine NcoK Ndel- Oder Sphl-Schnittstelle von pJLA 603 eingesetzt worden ist 

- diese eingesetzte DNA-Sequenz die Signalsequenz des Antigens umfaBt, 

is * die Erkennungssequenz der Schnittstelle das Basentripiett ATG umfaUt, das das in Leserichtung erste 
Kodon M kodiert und 

- das etwa 33 kDa grofle Protein gegebenenfalls vom gieichfafls exprimierten 38-kDa-Antigen separiert 
wird. 

GemSfl einer weiteren AusfOhrungsform betrifft die Erfindung ein etwa 33 kDa grofles Protein, das 
20 dadurch gekennzeichnet 1st dafl es gegenOber dem 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis (PrS-Protein) N- 
terminal um die Signalsequenz und weitere 24 AminosSuren deletiert ist 

Gem2fl einer weiteren AusfOhrungsfonn betrifft die Erfindung ein 3&-kDa-Antigen von M. tuberculosis 
und/oder etwa 33 kDa grofles Protein, hergestellt mit Hilfe von £ coll gemSfl der Erfindung und 
folgendermaBen renaturiert 

35 - Solubilisieren des ais EnschluBkGrper angefallenen Antigens und/oder Proteins in Guanidinium-HCl 
(gegebenenfalls in Gegenwart eines reduzierenden Agens) und 

- nachfolgendes Renaturieren mit Hilfe von Sephadex-Chromatographie. 

Dieses 38-kDa-Antigen und/oder etwa 33 kDa grofle Protein kann dadurch gekennzeichnet sein, dafl 
man 

30 - be! der Solubifislerong mit etwa 6 M Guanidinium-HCl und/oder in Gegenwart von Dithiothreit (DTT) 
gearbertet hat und/oder 

- die Renaturierung mit Hilfe von Sephadex G-25 durchgefOhrt hat 

Erfindungsgemafl wurden rekombinante Plasmide konstruiert welche In Escherichia coll in hohen 
Spiegeln das 38 kDa-Antigen von M. tuberculosis produzieren. Mit den erfindungsgemSBen rekombinanten 

as Konstiukten kflnnen grofle Mengen von unfusionlertem (einzigartigem) 38 kDa-r rotein In E. coll t hauptsflch- 
lich in Form von Enschluflk3rperchen hergestellt werden. Auflerdem wurde im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung des rekombinanten Antigens aus den EnschluflkSr- 
penchen entwickert Das auf diese Weise hergestelrte. gereinigte 38 kDa-Antigen Ist Immunologisch nicht 
unterscheidbar von dem nativen 38 kDa-Antigen von M. tuberculosis. Aufgrund seiner hohen SpezifitM fOr 
M, tuberculosis kann dieses rekombinante Antigen weftweit nutzbringend zur serologischen Diagnostik der 
Tuberkulose eingesetzt werden. Das Antigen Ist ebenso ein potentieiler Kandidat fQr Impfstoffe gegen 
Tubenculose, weil es immundominante T-Zell-Epitope umfaflt 

Das Gen, welches fOr das 38 kDa-Antigen kodiert wurde bereits kloniert und wird in der vorliegenden 
Erfindung ais unfusioniertes Protein in Escherichia coll unter der Kontrolle starker transkriptionaler 

45 (Bakteriophage lambda PuPJ und translationaler (afp£) Signale exprimiert Die Fermentation eine Ion- 
Protease und die Hitzeschockantwort fehlen, steitte das rekombinante Antigen in hohen Spiegeln zur 
VerfOgung (etwa 10 % des gesamten Zeltproteins). Das rekombinante Antigen, das ais Enschluflkfirperchen 
akkumufierte. wurde vollstandig In 6 M Guanidiniumhydrochlorid solubffisiert. wieder gefaltet und erschien 
nach der Reinigung homogen. Das Produkt zeigte die erwartete Aminosaurenzusammensetzung und das 

so erwartete Molekulargewicht und ebenfails gleichstarke Reaktivitaten mit drei verschiedenen monoklonalen 
AntikOrpem wie das native Protein. PolykSonale Antikflrper, die gegen das rekombinante Antigen entwickelt 
worden waren, reaglerten in einem enzymgekoppelten Immunosorbent-Assay stark mit dem nativen Antigen. 
Diese Ergebnlsse zeigen, dad das rekombinante 38 kDa-Antigen, welches immunologisch nicht von dem 
nativen Protein aus kt. tuberculosis unterschieden werden kann. In ausreichenden Mengen In E. coll 

55 produziert werden kann. 

Beschreibung der Abbildungen 
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B: Laserdensitometrischer Vergleich der lmmunreaktivit3t des nativen und des rekom- 
binanten 38 kDa-Proteins. Das silbergefSrbte Gel und der Immunoblot aus Teil (A) 
wurden mit einem Laserdensitometer abgetastet Die PeakflSchen des silbergefSrbten 
nativen (Nat Silver) und des rekomblnanten Proteins (Rec. Silver) ebenso wte Jene des 
5 Immunogeblotteten nativen (Nat Immuno) und des rekomblnanten Proteins (Rec. Immu- 

no) sind dargeste(!t 

Abbildung 8: A: Tltrationskurven von potyklonalen Sera mit dem 38 kDa-Antigen. Sera von Kaninchen, 
die mit dem nativen (Punkt) Oder dem rekombinanten 38 kDa-Protein (ausgefOIItes 
KSstchen) immunisiert wurden. Serieile zweifache VerdOnnungen, beglnnend mit einer 

1Q I:l00-Verd0nnung. wurden in Mikrotiterplatten titriert die mit der Preparation I des 

rekombinanten 38 kDa-Proteins beschichtet worden waren (0.1 ug/Vertiefung). Die 
gebundenen Immunglobuline wurden mittels an anti-Kaninchen-lmmungtobuline vom 
Schweln gekoppelte Meerrettichperoxidase in 1:1(XXMacher VerdDnnung (P 217. Dako- 
patts, Glostrup. OK) nachgewiesen. 

is B: Wie (A) mit der Ausnahme. dafl die Mikrotiterplatten mit dem nativen 38 kDa-Antigen 

beschichtet worden waren (0.1 ug/Vertiefung). 
Im folgenden wird die Erfindung im Detail eriSutert 

Material und Methoden 

30 

Bakterienstamme, Phagen, Plasmlde und Wachstumsbedlngungen. 

Die in dieser Erfindung verwendeten E. co/AStflmme waren TG-1 (Alac-pro. st/pE. tht t />sdD5/FrraD36. 
proA* B\ /acf\ /acZ)AMl5), DH5alpha (endAl, recAl, hs^7 t supE44 t f/>M. gyrA36, re/Al, (/acZYA- 
ss argF), 4> 80d//ac2 AM15). EC 538 und CAG629 (/on, /)fpR165-Tn/ft C. Gross). Der rekombinante Umbda 
gtn-Bakteriophage, Won AA59. wurde in einer frOheren Untersuchung (3) aus einer genomischen DNA- 
Bibliothek von Kt. tuberculosis (konstruiert von R. A. Young (27)) isoiiert 

Wenn nicht anderweitig angegeben, wurden die StSmme In Lurfa-Bertani-Medium (15) bei 37 *C 
kultiviert Die flOssigen Kufturen wurden mit Sauerstoff versorgt Indem sie mit 160 Upm in einem Pilot- 
30 Shake-SchOttler (KOhne, Schweiz) umgewSlzt wurden. 

DNA-Manlpulatloneru 

PrSparatlon und Behandlung der DNA wurden gernSfl standardislerten Protokotlen ausgefUhrt (15). Die 
33 Transformation wurde wte bei Hanahan beschrieben bewerkstelligt (8). Die DNA-Sequenzierung wurde 
mittels Dideoxynukleotld-Kettenabbruchmethode durchgefQhrt (18). Oligonukleotide wurden auf einem DNA- 
Synthesizer von Applied Biosystems. Modell 3808, hergesteltt und Ober OPC-Sflulen (Applied Biosystems 
Inc.) gereinlgt 

40 ongonukleotld-Mutagenese. ' 

Das 2,0 kb EcoRf-Fragment aus dem genomischen Won Lambda-AA59 (3) wurde In M13mp19 
transferiert Die Preparation von einzelstr2ngiger DNA und die Oligonukteotid-Mutagenese wurden unter 
Verwendung des Amersham-Wts (RPN 1523) durchgefQhrt Die DNA-Sequenz des Oligonukleotids vor und 
43 nach Mutagenisienjng wurden durch DNA-Sequenzierung (18) bestStigt 

Preparation eines groben Protelnextrakts In klelnem MaBstab. 

Die StSmme wurden In LB-Medium, supplementiert mit Ampicitfin (100 ug/ml), bei 30* C bis zu einer 
so Absorption von 0.6 bei 580 nm kuWviert Die Kufturen wurden durch dreistQndige TemperaturerhChung auf 
42 *C in einem SchOttelwasserbad Induziert Bakterien aus 1 ml Kurturmedlum wurden geemtet. In 100 ul 
Probenpuffer (62 mM Tris-HCt, pH 6.8; 2 % Natrlumlaurylsutfat: 0.7 M 2-Mercaptoethanol; 10 % Glycerol; 
0.002 % Bromphenolblau) suspendiert und durch Behandlung mit UltraschalJ auf Els (3 x 30 Sekunden; 50 
W) unter Verwendung elnes Braun Labsonic 2000 aufgebrochen. Die Proben wurden 10 Minuten lang auf 
55 95* C erhitzt und 10 ul wurden mittels Poly aery lamidgelelektrophorese anatyslert 

Kultlvlerung Im Bloreaktor. 
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Konjugat aus Streptavidin und alkafischer Phosphatase (BRL Gaithersburg, MO. USA) ausgefQhrt POr einen 
tmmuno-Dot-B!ot-Assay wurden die Proteinproben durch eine Nitrocellulosemembran unter Verwendung 
eines BIoRad BioDot-Apparates gefiltert und dann w(e oben beschrieben behandelt Die monoklonalen 
Antikfirper KAT2. HBT12 und HYT28 wurden frOher beschrieben (2, 12, 21). Densitometrische Messungen 
s der silbergefMrbten Gele und der Western Blots wurden mit einem Laserdensitometer (LKB) vorgenommen. 

Amlnosaureanalyse. 

Die AminosSureanalysen wurden mit einem Biotronik LO5001 Aminosa*ureana!yser (Maintal, PRO) 
io durchgefOhrt nachdem die Proteinprobe in 6 N HCI, die 0.1 % Phenol enthielt Ober 24 Stunden bei 105'C 
hydrolysiert worden war. 

Herstettung der polyklonalen antI-38 kOa-Proteln-Sera. 

75 Kaninchen wurden subkutan entweder mit affinitStschromatographisch gereinigtem 38 kDa-Protein (25) 
oder mit rekombinantem 38 kDa-Protein (Preparation I) immunisiert Das Antigen (10 ug/Dosis) wurde an 
Aluminiumhydroxid (2.4 mg) adsorbiert und nachfolgend mit 1 ml Preund*s inkomplettem Adjuvans ge- 
mischL Die Kaninchen wurden drel Mai mit IntervaJlen von zwei Wochen Immunisiert Blut wurde 10 Tage 
nach der letzten Immunisierung gewonnen und die IgG-Fraktion nach der Methode von Harboe und Inglid 

20 (9) gereinigt 

Elektronenmlkroskople. 

Die Zellen wurden mit 1 % Formaldehyd und 0.2 % Glutaraldehyd in PBS (50 mM K-Phosphat. 0.9 % 
as NaCI. pH 6.9) eine Stunde lang auf Bs fixiert Nach mehrmafigem Waschen mit PBS wurden die Zellen 
gemSfl der progressiven Temperaturemiedrigungsmethode (PLT). (17). eingebettet Die Zellen wurden 
zuerst mit 10 %, dann mit 30 % Ethanol Ober 30 Minuten auf Bs. anschlieflend mit 50 % Ethanol Ober 30 
Minuten be) -20 # C, und schliefllich mit 70 %. 90 % und 100 % Ethanol bei -35 # C jeweils 30 Minuten lang 
und mit 100 % Ethanol bei -35* C 1 Stunde lang dehydratisiert Die Infitration mit dem Lowicrylharz K4M 
30 wurde wie folgt ausgefQhrt 1 Teil Ethanol/1 Teil K4M-Harz Ober Nacht bei -35 *C, 1 Teil Ethanol/2 Teilen 
K4M-Harz 12 Stunden lang und reines K4M-Harz 2 Tage lang bei -35 • C mit mehrmaligem Wechseln der 
Harzmischung. Die Polymerisierung des Harzes wurde durch UV-Ucht (366 nm) Ober 1 Tag bei -35 • C und 
bei Raumtemperatur Ober weitere 2 Tage errelcht UltradOnnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleidtrat 
nachgefSrbt bevor man sie mit einem Zeiss EM 10B Transmissionselektronenmikroskop bei einer Be- 
as schieunigungsspannung von 80 kV untersuchte. 

Ergebnisse 

KonstruktJon der Express Ions plasm Ida. 

Die DNA-Sequenzlerung des 38 kDa-Proteingens ergab etn offenes Leseraster, das ein Polypeptid mit 
374 Aminosauren kodierte und GTG als das Startcodon enthielt (1), Ebenso fand sich eine 24 AminosSuren 
lange Signalsequenz (Abbildung 1A). die ihnlichkeiten mit Jenen von bakterieiten Upoproteinen aufwies. In 
der voriiegenden Erfindung wurde das Gen manipufiert. so dafl In dem Expression svektor pJLA603 

4s (Abbildung 2) In hohem Ausmafl das unfusionlerte 38 kDa-Antigen exprimiert werden konnte. Zur Wonierung 
und Expression In derartfgen Vektoren 1st es erfordertich, dafl das fremde Gen eine Restriktionsschnittstelle 
aufweist zum Beispiel rVcc«. Ndei. Sph\, welche Innerhalb Over Erkennungssequenz ATG Im Leseraster 
umfaflt Weil sich keine derartige Schnrttsteile In der Region urn das Initlationscodon des 38 kDa-Gens 
befindet wurde eine OligonuWeotid-Mutagenese In M13mp19 durchgefOhrt urn einen Austausch des 

so Startcodons von GTG zu ATG und eine AWel-Schnittstelle am N-Terminus vorzusehen (Abbildungen 1 und 
2). Das 1.2 kb rWel-Spnl-Pragment das aus dem M13-Derivat nach Mutagenislerung herausgeschnitten 
werden konnte. wurde dann zwischen die Mfel-Sp/»l-Schnittstellen von pJLA603 klonlert Das rekombinante 
Plasmid, welches so konstruiert war. dafi das 38 kDa-Proteln mit sefnem ursprOngnchen. intakten Signalpep- 
tid exprimiert werden konnte, wurde pMS9-2 genannt In gleicher Weise wurde ein anderes rekombinantes 

55 Plasmid, pMS10-4. welches eine Deletion der ersten 6 AmlnosSuren In der Signalsequenz aufwies. 
hergestellt (Abbildung 1C). Bne Computeranalyse der TranslationsJnitiatlonsregion der von pMS9-2 spezifl- 
zierten m-RNA sagte eine lockere SekundSrstruktur voraus (Abbildung 1B). welche fOr eine hochgradige 
Expression in £, coll sehr vorteilhaft sein some (14). Auf der anderen Seite zeigte pMSICM eine stabilere 
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Die beiden Seren wurden nachfolgend im enzymgekoppelten Immunosorbent Assay (EUSA) sowohl gegen 
das rekombinante (Abbildung 8A) als auch das native Antigen (Abbildung 8B) getestet Die Steilheit der 
Kurven 1st identisch. was zeigt daB die beiden Seren das native und das rekombinante 38 kDa-Protein 
gleich gut binden. 

3 Die Aminosaurenzusammensetzung des rekombinanten 38 kDa-Proteins gibt ziemlich gut die Amino- 
saurenkomposition wieder. die sich aus der Nukleotidsequenz ableiten ISBt (Tabelle 1). 

Etwa 33 kDa groBes Protein. Die KOrzung im Vergleich zum 38 kDa-Antigen hat die Signalsequenz 
v8lfig entfemt Jedoch reagiert das gekOrzte Protein stark mit den monoklonalen Antikdrpern HAT2, HBT12 
und HYT28. was zeigt daB die drei Epitope intakt sind. Das gekOrzte Protein zeigt auch eine Starke 

io Reaktion im EUSA- und im WestenvBlotting-Test gegenDber Seren von MSusen. die mit Mycobacterium 
tuberculosis infiziert worden waren. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgesteilt, dafl etwa 85 
% der Seren von Tuberfculose-Patienten positiv mit dem gekQrzten Protein bzw. dem gekQrzten Antigen 
reagierten. was zeigt daB das gekOrzte Antigen wirksam zur Diagnose eingesetzt werden kann. 

75 Diskussion 

Es wurde eine Strategie entwickeft und ausgefOhrt ein DNA-Fragment von Mycobacterium tuberculo- 
sis in einen Expressionsvektor zu klonieren. so daB unfusioniertes 38 kDa-Protein in hohem AusmaB 
produziert werden wOrde. Der Vektor umfaBte den Lambda-PRP L -Promotor und die effiziente Translationsin- 

20 itiationsregion des atpE-Gens. was eine Expression des heterologen 38 kDa-Antigens in E. coll in einem 
AusmaB bewirkte, das 10 % des gesamten Zellproteins entsprach. Etwa 15 mg rekombinantes Protein/Liter 
wurde unter diesen gegebenen Bedingungen hergestellt Es soilte aJierdings betont werden, daB das Ziel 
der vorfiegenden Erfindung war, herauszufinden, ob das Oberexprimierte rekombinante Antigen in einer 
antigenen Form gefunden werden konnte. die immunoiogisch nicht unterscheidbar von dem nativen Antigen 

25 ist das man aus Mycobacterium tuberculosis gewinnt und nicht die Fermentationsausbeuten zu optimie- 
ren. 

Der Hauptanteil des rekombinanten 38 kDa-Proteins akkumunerte in Form von EnschluBkSrperchen. 6 
M Guanidinium-Ha in Gegenwart eines reduzierenden Agens (DTT) in hoher Konzentration stellte sich als 
am besten geeignet fOr die Solubilisierung der EnschluBkSrperchen heraus. Die Renaturierung der Proteine 

30 der EnschluBkCrperchen. insbesondere der hydrophoben Membranproteine. 1st oft schwierig und es bedarf 
einer sorgfaitigen Optimierung der experimentellen Bedingungen. In unserem Fail bewirkte das Qbliche 
Verfahren der Diaiyse Oder schrittweisen Dialyse eine PrSzipitation des rekombinanten 38 kDa-Proteins, 
selbst bei sehr niedrigen Proteinkonzentrationen (0.05 mg/ml)- Die Renaturierung des rekombinanten 
Proteins auf Sephadex G-25 stelfte sich auf anderen Seite als effektiv heraus, und es wurde keine 

as signifikante Reaggregation c'es Proteins beobachtet Beginnend mit den EnschluBkSrperchen. die etwa 200 
mg Gesamtprotein entharten, konnten wir 19 mg des 38 kOa-Proteins mit einer Reinheit von grCfler 95 % 
darstellen. wie an silbergef3rbten SOS-PAGE-Gelen gezeigt wurde. 

Das 38 kDa- Antigen aus M. tuberculosis ist hOchstwahrscheinfich ein Lipoprotein (D.B. Young und T.R. 
Garbe. Res. Microbiol 142:- (1991). im Druck). Upoprotetne zeigen aberrante. diffuse Banden auf SDS- 

4o PAGE-Gelen (16. 22). Wie es auch fl)r andere Upoproteine , beobachteten wir eine deutliche Tendenz 
des rekombinanten 38 kDa-Antigens zur Aggregation w3hrend der Anionenaustauschchromatographie und 
wShrend der Konzentrlerung durch Ultrafiltration. En Teil des Antigens, welcher wShrend der Ultrafiltration 
aggregierte. konnte durch Solubilisierung in 2 % Triton X-100. gefolgt von FPLC auf Mono Q. wiedergefun- 
den werden. 

Das native 38 kDa-Protein erscheint auf SDS-Por/acrytamidgelen aJs Doppelbande. Der Grund hierfOr 
1st nlcht bekannt er kOnnte Jedoch von einer Acylierung und Prozessierung des Pra-Proteins herrOhren. Wir 
haben die Signalsequenz nicht entfemt bevor wir das Antigen In groBen Mengen herstellten. weil die 
Anwesenheit von Upoyianteilen am N-terminalen Cystein eine wichtige Rolle In der Immunogenic von 
Proteinantigenen spielen kfinnte (6). Das rekombinante Protein, welches in dieser Erfindung gereinigt wurde. 

so zeigte ebenfalls eine Doppelbandencharakteristik. Die Praparation J enthatt hauptsachiich die obere Bande 
und nur geringe Mengen der unteren Bande. Praparation II enthait sowohl die obere als auch die untere 
Bande in fast glekhen Mengen. Praparation III reprasentiert ein proteolytisch verkOrztes Derlvat (etwa 33 
kDa) des 38 kDa-Antigens. 

Das native 38 kDa-Protein, welches aus dem KulturOberstand von M. tuberculosis isollert wird, und das 

55 gereinigte rekombinante Protein, das man in den Praparationen I und II findet wiesen die gleiche Grfifle auf 
und zeigten auf SOS-PAGE-Gelen einen Doppelbandencharakter. AuBerdem zeigten die gereinigten Protei- 
ne und das native Antigen auf Immunoblots eine Identische Reaktion mit den monoklonalen Antikflrpeem 
HAT2, HBT12 und HYT28. En polyklonales Serum, welches gegen das rekombinante Protein (Praparation I) 
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45 

Lambda- AA59: genomischer Won fOr 2.0-kt>-EcoRt-Fragment 

Zugang: Uteratur (3): DSM 6524 
M1 3mp1 9: Phagen zur Transf erierung fDr 2.0-kb-EcoRI-Fragment 

Zugang: Pharmacia 

so pJLA603: Vektor 2ur Aufnahme eines Ndel-Sphl-Fragments von M13mp19 nach Transferierung 

des 2.0-kb-EcoRI-Fragments und Mutagenisierung 
Zugang: Uteratur (20); Medac (Hamburg) 
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8» 38-kDa-Antigen (PrS-Protein) nach Anspruch 7, gekennzeichnet durch 22 bis 17 AminosSuren der 
folgenden Signalsequenz: 

1 2* 

MKIRLHTLLAVLTAAPLLLAAAG , 



beispielsweise die Aminos^uren 1 mit 8 bis 23. 

9. Etwa 33 kDa grofles Protein, erhSltlich mit Hilfe von E. cofi als Wirt von pJLA 603 als Expressions- 
Piasmtd. wobei 

- eine <jas 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis (PrS-Protein) kodierende DNA-Sequenz N-termina) 
In eine Ncoh Ndel- oder Spnl-Schnittstelle von pJLA 603 eingesetzt worden ist 

• diese eingesetzte DNA-Sequenz die Signalsequenz des Antigens umfaflt 

- die Erkennungssequenz der Schnittstelle das Basentriplett ATG umfaflt das die In Leserichtung 
erste AminosSure M kodiert und 

• das etwa 33 kDa grofle Protein gegebenenfaJIs vom gleichfalls expremierten 38-kDa-Antigen 
separiert wird. 

1a Etwa 33 kDa grofles Protein, dadurch gekennzeichnet dafl es gegenOber dem 38-kDa-Antigen von M. 
tuberculosis (PrM-Protein) N-terminaJ um die Signalsequenz und weitere 24 AminosSuren deletiert ist 

11. 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis und/oder etwa 33 kDa grofles Protein, hergestellt mit Hilfe von E. 
coll gemSfl Anspruch 6 und folgendermaflen renaturiert 

- Solubilisieren des als EnschluflkBrper angefalienen Antigens und/oder Proteins in Guanidinium- 
HC1 (gegebenenfalls in Gegenwart eines reduzierenden Agens) und 

- nachfolgendes Renaturieren mit Hilfe von Sephadex-Chromatographie. 

12. 38-kDa-Antigen und/oder etwa 33 kDa grofles Protein nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet dafl 
man 

- bei der Solubilisierung mit etwa 6 M Guanidinium-HCI und/oder in Gegenwart von Dithiothreit 
(DTT) gearbertet hat und/oder 

- die Renaturierung mit Hilfe von Sephadex G-25 durchgefOhrt hat 
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